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Abstract Of DEI 984711 8 

The invention relates to a method for marking and identifying applied substances such as medicaments, 
vaccines, consen/ed blood and the like, comprising the following steps: a) said substance is provided with 
at least one immunogen that Is harmless with respect to the organism b1) the specific antibodies or T 
cells formed in the organism after the immunogen has been applied or the receptors thereof are detected 
by means of an enzyme-immunological or immunochemical detection method or b2) the applied 
immunogen is detected. 
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(g) Verfahren und Verwendung zur Markierung und Identifizierung applizlerter Mittel 

@ Verfahren zur Markierung und IdentifiziBrung applizier- 
ter Mittel, wie Medikamente, Impfstoffe, Blutkonsenran 
und dgl., mitfolgenden Schn'tten: 

a) V^rsehen des Mittels mit mindeateru einenrt fur den 
Organismus unachadiichen Immunogen und 

b) Nachweis der Infolge einer Applikation dss Immuno- 
gens im Organismus gebildeten spezifischen Antikorper 
Oder T-Zellen oder deren Rezeptoren mittels eines enzy- 
mimmunologischen oder immunochemischen Nachweia- 
varfahrene. 
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Bescfareabung 

Die &findung betrifit ein Verfabren und dne A^rwen- 
dang zur Markienmg und Idoitifizierung applizioler MitteL 

Nach dem Stand der Technik wild die Hexkunft von Mit- 
teln, wie Medikameote, Impfstofife, Blutkonserven und dgl, 
durch einen oitspiechenden Aufdruck auf der \^ipackung 
nachgewiesen. Ein soktoci Herkunftsnadiweis ist nicht fSl- 
scfaungssichei; Verpackungen kdnnen leicht nachgeahmt 
od^ mehrfach benutzt wej^ra. 

Aus der US 5,139,81^ ist ein Veifahrrai zur inneren Mar- 
kienmg von Stoffen bekannt. Hn seiches Ver£ahien eignet 
sich grunds^tzlich auch zur Markierung von Verpackungen. 
Die Hersteliung einer derail maddeiten \feipackiing ist aber 
aufw«idig. solcher Hetkunftmacbwds kann durch 
mehrf aches BefuUen der mariderten Veipackuqg umgangeo 



Die WO 98/18003 A2 ofifenbait ein Aferfabren. mit dem 
die Hefkunft eines leboideQ Nutztios sowie davon stam- 
mender Piodukte zuverlassig nachweisbar ist. Bd die^m 
Verfehien eifolgt eine biologische Markierung des lebenden 
Nutztieis dutch Applikation mindestens eines f!ir das Nutz- 
tiex und den Menscheo unschMichen Antigens. 'Eadc Iden- 
tifikation der durch die Applikadon des mindestens einm 
Antigens gebildetsen spezifischen Antik5rper wild mittei^ ei- 
DCS eozyminiTniinologiscfaftD oder inmiunochennschen 
Nachweisverfatarms durchgeftihrt Dazu k5nnen Antikoiper 
aus Blut, Milch oder anderen K5rpasekteten oder beim ge- 
scbkchtetKi Nutztier auch aus dem 'Kopf- oder Pressaft des 
Fleisches nachgewiesen weidea 

Aus der US 5 429 952 A ist ein Markierungs vecf ahrea fiir 
ein I^cxlukt bekamit, bd dem ein niedomolekulaies H^iea 
als ein Marker mit dem Produkt veibunden wild. Das Hap- 
ten ist fOr das ProduktunschSdlich, in bezug auf das Produkt 
inert und nicht berdts mit dem Rodukt verbundoi. Das 
Hapten kann mittels eines immunologischeo Ibsts nachge- 
wiesen werdHi, Wenn das Ha{toi in dem Produkt in einem 
wasserigeo Medium enthalten ist, karm der immunologisdte 
Test dirdct mit eino: Probe des Produkts durchgefuhrt wct- 
den. Anderenfalls mufi das Hapten in eine vt^Brige Ldsung 
gebracht weiden. Dazu mufi es im allgemeineo aus demfto- 
dukt extrahiert werden. 

Aufgabe dear Erfindung ist es» ein Verf ahren und eine Vor- 
wendung anzugeben, mit dem die NachtdLe nach dem Stand 
der Ibchnik beseitigt werden. Es soUen insbesondeie ein 
Va:&hien und eine V^rweodung zur Maddening und Identi- 
fiaenn:^ applizierttt Mittel, wie Medikamente, Lnpf stofife, 
Bkitkonserveo und d^, angegeben werden, £e emfoch an- 
zuwenden, Mschupgssicher und fUr den Qiganismiis unbe- 
ffenlrliffK sind. 

Diese Aufgabe wirddurdi die Mcdmude der AnsprCkche 1 
und 16 gel5st. ZweckmSBige AusgestaUungen eEgeben sich 
aus den Meikmalra der An^»-(k:he 2 bis 15 und 17 bis 30. 

Nach Mafigabe der Rrfindung ist ein ^^rfahren zur Mai^ 
kierung und Identifizierung a{^Hziert6r MitteL, wie Medika- 
mente, Impfistoffe, Bludconserven uekI c|gL, nut folgmden 
Schritten voigesehen: 

a) Versehen des Mittels mit mindestens einem fiir den 
Oiganismus unsdiSdlichen Immunc^en und 

b) N^hweis der infolge dner Applikadon des Immu- 
nog^is im Organismus gebildeten spezifischen Anti- 
korper oder T-Zellen oder Rezeptoren nuttels eines eo- 
zymimmunolQgiscfaai oder immmiochemischen Nach- 
weisverfahrens. 

Das vGEgeschlagene \fer&hien erm^^glicht auf einfache 
Wdse eine Maddening voo zur Applikadon voigesehenen 



Mittehi. Die Markierung ist fur den Oiganismus unbedenk- 
lich. Sie ist dnfiacli identifizieiban 

Nach dnem Ausgestaltungsmertcmal wird als Immuno- 
gen ein Ftotein und/oder Fbptid verwendet, das tiblicher- 
5 weise weder als zu appliziexendes MitteU ooch uber die 
Nabrungsketts in den Organismus gelangt und gegen das 
keine Antik^»rper vodiegen. ZweckmaBigerweise kann das 
Frotdn od^ F^tid als Bscptcn in Kc^hing mit einem Car- 
rier verwendet weiden. Solche Immunogene sind fur den 
to Organismus unbedenklich; sie sind kicbt und eindeutig 
nachweisbar. 

Vorteilhaftorweise ist das Immunogas derart beschaffeo, 
dass die gebildeten Antik6rper oder T-Zellen oder deien Re- 
zeptoren daueriiafl im Organismus veibleiben. So kann auch 

ts nach langerenZeltraumengepruftwetdenfOb ein liiGttdbe^ 
stimmter Heriomft appliziert woidai ist. 

Das VRttfti Irann Tntt MiiHrMi«4inng yon mehzeien Immu- 
nogenen versehen weiden. Das ermitiglidit dne Codierung 
dear Markioimg, so dass eine Vielzahl unterschiedliciwr Mit- 

20 td individueU markiert werden kann. 

SelbstverstSndlich ist es auch deokbar, das Mittel ansteUe 
des Immunogens mit dner dafiir codieienden Desoxyribo- 
nukleins£Uue (DNA) und einer dazu konespondieienden Re- 
gukdonssequenz zu versehm. 

2S ZweckmaBigerwdse werden als enzymimmunologisches 
oder itnnmnochemisches Nachweisverfahien ELISA, EIA 
und/oder RIA verw^idet Dabei konnen Teststabcfaen Vcr- 
wQidung finden. Derartige Nachweisverfahien sind besoo- 
ders dnfach duichfuhrfoai: 

30 Txsr \te^rkung der Immunantwort kann zusammen mit 
dem Mtfd auch ein Adjuvans appliziert w«den. -Die App- 
likatLOQ eifolgt ttblicfaerwdse mittels InjdoioD, Infusion 
oder im Falls yon Imp&tofiBn z. B. mit Impfpistolen. 
Nach wdterer Mafigabe der Erfinduitg ist da& ^feiwen- 

3S Amg 

a) mindestens eines fur den Organismus unschadli- 
chen Immunogens und 

b) eines enzymiinmunologischai oder immunochemi- 
40 schen Nachweisveifahrrais zum Nachwds der durch 

die Af^likation des Immunogens gebildeten spezifi- 
schen Antikorper oder T-Zellen oder deien Reze^^oien 
zur Madderung und Identifiziening von aj^lizierten 
Mitteln, wie Medikam^ten* XmpfttofiTen, Bhitkonser- 
4S ven und 4gi, voigesehen. 

Die Aiisgestalmngen der Aficrwoidung oitspcechen den 
vofgraannten Ausgestaltungen des Verfahrens. 

so Beispiele 

Als lYoteine, die eine ausgezdchnete spezifiscbe And- 
ktirperbildung stimulieien, konnen z. B. zusammen mit d- 
ner Blutkonserve Immunogene, wie "keyhole limpet hemo- 

SS cyanin", "green fluorescent protein'' aus Aequcma victoria, 
inakdve Schlangentoxine sowie Virusproteine, verabreicht 
werden. Bdm vorgenannten HSmocyanin handdt es sich 
um das Hdmocyanin aus der Meeresschnecke "Megathura 
cremulata". Daneben konnen auch natiiriich vorkommende 

60 Pepdde oder Polypeptide wie Hirudin, Pheiomoootippin 
Oder Ranalexin appliziot werden. Des wdteren kcnmen zur 
Biomarkierung auch syntbetisch hezgestellle Ragmente von 
Aminosaureteilsequenzen natdrlich vcxkommender Immu- 
Dogoie verwendet wcarden. Schliefilich kdnnen als Bnmuno- 

fis gene auch artifideUe Etcceme und Peptide dienen, deren 
Aminosiuresequcnz kdnem bisher bekannten Staff ent- 
spxicht, sondem ausschliefilich zum Zweck der Biomarkii^ 
rung zusammenbzw. heigestellt weiden. 
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Zur Markiening kann aiich due DNA appliziert werden, 
welche dne das Lnmunpgoi kodieimde Nuldeotidfolge 
auiweist Die DNA kann Ibllsequenzen Oder das gesamte 
Gen von "keyhole limpet hemocyanin" entbalten. Sie kann 
aber auch so ausgebildet sein, dass sie nur ein kurzes Peptid 5 
beschrdbt, wobei mehieic ImiminogenB auf einef einzigen 
DNA kodiert sdn konnen. Ln Fall natOriich vorkommender 
Gene oder davon abgeldteter Sequenzra kann sowohl 
cDNA als auch genomischB DNA mil Intronsequ^izeQ app- 
lizieit weiden. Neben den das Immimogen kodieienden Nu- LO 
kleotiden kann die DNA wdtm Sequenzen odthalten, die 
fltr die Expression und Prozesderung des Immunogens im 
Oiganismus von Bedeutung sind. Dabd handelt es sach um 
IVomotorsequenzen sowie um Sequenzen, die eine Tcsa- 
skrq>donst)e]imnadon mid FolyadenyUenuig der ml^^ l5 
wie dn intrazellulto "Trafficking" des Lnmunogeos be- 
wizken. Als Expressionsr^gulaliorBn dgenen sidi ncmoto- 
ren, eine hohe IVanskriptionsiHtB der DNA gewMhzleL- 
sten, z. B. der "inimediaic eady" Pixmiotor des Cytomegalo- 
virus odo: der ftomotor dnes nutztierspezifischen "house- 2D 
keeping" Gens wie P-Akdn. Es sind aber auch I^omolcHen 
gedgnet, welche die Eaq>Eesfflon des Immunogens gezielt 
auf vc»:g^ebene K5rpeizell«i besdiranken. Bacch gedg- 
nete Trafficking^-^gnalsequenzen kann das gdrildete Po- 
lypeptid in das Lumen des endc^lasmadschen Retikulutns 2S 
diiigiert und in zellulare Vbrbreitungswege zur Sekretion 
odo* Expression und Prasentadon an dsr Zelloberflacbe ge- 
leitet wciden. 

Der Nachweis der duich die genannten Stoffe induzierten 
Antikdiper erfblgt duzch gfingig^ Nachwdsverfahien, wie 30 
EUS A, MA und iOA, vQizugsweise unter VerwoEiduqg von 
Teststabcheo, die bsp. in dne «imommene Bhiqprobe ge- 
taucht wBiden* 

PateotanspiCiche 3S 

1. VorMiien zur Maddening und IdendfiaeiuDgappli- 
zieiter Mittel, wie Medikamente, Xnqs&toffe, BIu&od- 
serven und dgl., mit folgenden Schritten: 

a) Veisdien des Mittels mit mindestens einem ftir 40 
den Qrganismus unsch&ilicheD Immunogen und 

b) Nachweis der infolge einer Applikalion des 
Immunogens im Oiganismus gebildetea speziti- 
scbffli Antikorp^odarT-Zellen oder deienRezq>- 
toren mittels eines epzymimmunologischen oder 45 
immunochemischen Nachweisver&hiens. 

2. Verfiahien nach Anqxruch 1, wobd als Immunogeo 
dn Procdn uod/oder Pcptid verweodet wild, das Qbli- 
cherwease weder als zu ^plizierendes Afittel, noch 
uber die Nahrungskette in dKi Oiganismus gelangt und SO 
gegen das keine AntikSip^ voriiegen. 

3. VerfahiQi nach Anspnich 2, wohd das Protein Oder 
Peptid aus folgender Griippe ausgewahlt isU "keyhole 
limpet hemocyanin", "green fluKxescent protein" aus 
Aequoiia victoria, inakdve Schlangentoxine, V^spro- SS 
teine, natuilidi vorkommende Peptide oder Polypep- 
tide, insbesondere HirudiUp Pheromonottopin oder 
Ranalexin, synthetisch hergestellte Fragmente von 
AnoinosauieteilsequeDzen natuiiich varkommender 
Immunogoie sowie ardfizielle Ptoteine und Fepddt, 60 
dmn Aminosauicsequenz keinem bisher bekanntea 
Stoftentspridit 

4. Vs:&hieQ nach Anqmich 2 oder 3, wobd das 
tein Oder Peptid als Hi^n in K<^lung mit einem 
Carrier verwcndetwird fiS 

5. VerEahieo nach dnem der vorfaeigehenden Anspdi- 
che, wobei das Immunogen deiart beschaffen ist, dass 
die gebildeten Antikdiper oder T-Zelloi oder deien Re- 



zeptoren daueifaafit im Oiganismus veibldben, 

6. Vnfiihren nach dnem der VQiteigefaoideoAxisprtl- 
die, wobd das Nfittel mit dner Mischm^ von mehre- 
ren Mnnmogenos versehea wird. 

7. \^rfahien najdi einem der vorheigehendra Ansprii- 
che, wobd das Mittel anstelie des ImmuDogens mit ei- 
ner dafUr kodioienden Desoxydbonukldnsauie (DNA) 
und einer dazu korrespondierenden Regulationsse- 
quenz veisehen wild. 

8. \^ahren nach Anspruch 7, wobei die DNA Ibiise- 
quenzen oder das gesamte Gea yon *'keyhole limpet he- 
mocyanin" eiJXbM, 

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobd die DNA so aua- 
gebiidet ist, dass sie ein kuizes Peptid beschieibL 

10. Vecfahrrai nach Anspmch 9, wobd auf der DNA 
mehiete Inunuoogeoe kodiert sind. 

11. Ver&hrGQ nach einem der An^prOche 7 bis 10, wo- 
bd als DNA cDNA oder genomiscfae DNA mit Ditron- 
sequenzen c^liziert wird. 

12. Vafahrwi nach einem der Ansjaruche 7 bis 11, wo- 
bd die DNA flir die Expression und I^rozessierung des 
Immunogens im Organismus bedeuteode Sequenzen 
enthMlt. 

13. V^ahrra nach einem der vorheigehenden An- 
sprudie, wd^d als enzymimmunologisches oder im- 
munochemisches Nachweisverfahien ELISA, EIA 
und/oder RIA verwendet wiid/weiden. 

14. Vofahrra nach einem der vorheigehenden An- 
spruche, wobd der enzymimmunologische oder immu- 
nochemische Nachweis unter Vbrwendung von Ibst- 
stabchen duDchgefuhrt winl 

15. VEffiahroi nach ein^ der voihetgehenden An- 
sprQcfae, wobd zusammen mit dem Mittel ein Adju- 
vans appliziert wird. 

16. Vorwendung 

a) mindestais eines fUr den Organismus unschM- 
lichen Immunogens und 

bl) eines enzymimmunologischen oder inununo- 
chemischen Nachweisverfahrrais zum Nachwds 
der durch die Applikati(si des Immunogens gebil- 
deten ^jezifisdien Antik&per oder T-ZeUen oder 
deren Kezeptoren oder 

b2) eines Verfahrens zum Nachwds des Immu- 
nc^ens zur Marideiung und Identifizierung von 
^plizierten Mitteln, wie Medikamenten, Impf- 
stoffeo, Blutkonserven und dgL 

17. Vcnranluog nach Ansprudi 16, wobd das Inunu- 
npgra ein Rx>tein und/odcr Peptid ist, das Qblidier- 
weise weder als ImpfstafTnodi als Arzneimillel, noch 
iiber die Nahrungskette in den Oiganismus gdangt und 
gegen das natOilich^wdse vor der Applikation kdne 
Antikorpo: voriiegen. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, wobei das Protein 
oder Peptid aus folgender Gruppe ausgewahlt ist key- 
hole limpet hemocyanin", "green fluorescent protein" 
aus Aequoda victoria, inaktive Schlangentoxine, Vi- 
rusproteine, natMich voricommeode Fef^de oder Po- 
lypeptide, insbesondere Hirudin, Pheiomonotropin 
oder Ranalexin, synthetisch hergestellte Pragmente 
voa AminosSuretdlsequenzen natOdich vcx'kommen- 
der ImmuDpgcoe sowie artifizielle Proteine und Pep- 
tide, deron AminosSuresequenz keinem bisher bekann- 
ten Staff Kit^pricht. 

19. Verw«!dungnachAnsprudil7oderl8, wobddas 
Rotdn Oder das Peptid als Hapten an emoi Catdcr ge- 

kcppdtist 

20. V^v^endung nach einem der Anspriiche 16 bis 19, 
wobd das Immunogen dmrt beschaffen ist, dass die 
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gebildeten Antikdiper oderT-ZellBn oder deien Rezep- 
toren dauerfaaft im Qrgamsmus veibldben undmittels 
qazynummuiiologiscber oder immunodieimscher 
Nacbwdsverf ahren nachwdsbar sixxL 

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 16 bis 20, 5 
wobei zur Majddenmg eine ^£schuDg mfihieiier ver- 
schiedener Itnmunogene verwendet wild 

22. Verwendung nach dnem d^ Aasprtlche 16 bis 21, 
wobei anstidle des IminunogQis eine dafiir kodierraide 
DesoxynbonukleinsMuie (DNA) und eine dazu kcnr&> 10 
spondierraxde Regulationssequenz vowendet wild. 

23. Verwendung nach Anspiucb 22, wobei die DNA 
Ibilsequenzen oder das gesamte Gen von ^Ic^bole lim- 
pet hemocyanin" entbalL 

24. Verwendung nach Anspnich 22, wobei die DNA is 
so ausgebildet ist, dass sie ein kuizes PepddbeschidbL 

25. Verweodung nach Anspnich 24, wobei aiif der 
DNA mehreie Ltmnunogene kodiert sind. 

26. Verwendung nach dnem der AnsprOche 22 bis 25, 
wobei als DNA cDNA Oder genomische DNA mil In- ao 
tzonsequenzen applia.ert wild. 

27. Verwendung nach dnem der Anspriiche 22 bis 26, 
wobei die DNA fUr die Expression und Ptozessierung 
des Immunogens im dsanismus bedeutende Sequeo- 
zenenttiSlt 2S 

28. VerweDdiing nach einem der Anspruche 16 bis 27, 
wobei als enzymimmunologisches oder immunoche- 
misches Nachweisverfahren EUSA, EIA uod/oder 
RIA verwendet wiid/werdm. 

29. Verwendung nach Anspnich 28, wobd zum enzy- 30 
mimmunolc^ischea oder immuoochemischeo Nach- 
weis IbstsUQxbea verwmdet werdea 

30. Verweodung nach dnem der Aospdiche 16 bia 29, 
wobei ein Adjuvans verahreicht wild. 
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